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　わが国では平成14年4月より，消費者に信頼される安全
で安心な食品の確保を図るために食品の表示に関する法律
が改正され，生産履歴に関する情報として製品に使用され
ている主要原材料に係る原産地表示が義務化されることと
なった1）．このことから，製品に使用されている主要原材
料に係る原産地表示を保証するためのトレイサビリティシ
ステムの充実が求められている．特に，製品の形状に左右
されることのないDNAを検知マーカーとして用いる食品
原材料の品種・系統を識別する検査技術の確立が必要とさ
れている．
　罪報において，トレイサビリティシステムの充実をはか
るための一環として，Inter－simple　Sequence　Repeat
DNAフラグメント（ISSR－DNAフラグメント）を指標
検知マーカーに用いて国内産ダイズと輸入ダイズの識別に
ついて検討し報告した2）．国内産ダイズ及び輸入ダイズの
120検体について試験・調査を行い，米国産ダイズ品種
T219に認められたISSR－T219　DNAフラグメントが国内
産ダイズと輸入ダイズを識別するのに有効なDNAマーカー
の一つであることを明らかにした．しかし，ISSR－T219
DNAフラグメントによる品種の識別・同定を行うまでに
はいたらなかった．
　著者らは，食品原材料の品種・系統の識別が製品に使用
されている主要原材料に係る原産地表示を保証するための
最も重要な生産履歴の一つと考える．このことから，今回
は，ゲノムDNAなどを制限酵素で断片化し，その中から
特定の塩基配列を持つものだけを特異的にPCRにて増幅
して多型を検出するAmplified　Fraglnent■ellgth
Polymorphism（AFLP）法卜5＞を用いてダイズ品種の識別・
同定を試みたので報告する．
方 法
1．材　料
　国内産ダイズは，国内の種苗会社及び生活協同組合から
購入したフクユタカ，トヨマサリなど10検体を使用した．
一方，輸入ダイズは，当所遺伝子工学科において平成17～
19年度に実施された「遺伝子組換えダイズ混入の検査」に
使用されたダイズ穀粒等（154検体）を用いた．
2．DNAの調製
　DNAの調製は，厚生労働省「組換えDNA技術応用食
品の検査」及び農林水産省消費技術センター「JAS分析試
験ハンドブック遺伝子組換え食品検査・分析マニュアル」
に従って行った6’7）．最初に，ダイズ粉末約2gを精秤して
50皿しのチューブにとり，Cetyltrimethy1－Ammonium
Bromide（CTAB）法を用いてDNAを抽出・精製した．
DNA抽出液は，260㎜と280　nmの吸光度を測定し，
DNAの濃度を算出した後，20　ng／μしのDNA溶液を調製
し，一20℃で保存した．
3．AFLP反応液の調製
　AFLP反応液は，　DNAを制限酵素・ライゲーション処
理した後，Preselective及びSelective　PCRにより調製し
た．制限酵素・ライゲーション試薬はNew　England
Biolabs社製，　AFLP反応試薬はApplied　Biosystems社
製を使用した．
　最初に，制限酵素・ライゲーション溶液を調製した．
DNA　（0．1～1．0μg／μL）　2μL，　10×■igase・ATP
Buff r　1μL，0．5　M　NaCl　1μL，　BSA（1mg／mL）
0．5μL，T4　Ligase（400　U／μL）0．125μL，　EooR　I（20　U
／μL）0．25μ五，醜θ1　（10U／μL）0．25μL，　EcoR　I
adapter　pairs　1μL，燃θIadapter　pairs！μLを500
μしのチューブに取り，滅菌蒸留水2．75μLを添加して全
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量を10μ工とした．調製した制限酵素・ライゲーション溶
液は，室温（20～25℃）で20時間インキュベーションした
後，65℃で20分間処理し，0．1mM　EDTA／20皿M　Tris－
HC1（pH　8．0）緩衝液90μLを加え100μしとした．
　次に，末端に制限酵素EooR　Iとル舵1の配列を持つ
DNA断片のみを増幅するためのPreselective　PCRを行っ
た．Preselective　PCR反応液は，制限酵素・ライゲーショ
ン反応液2μしに，Preselective　EooR　I　core　sequence
O．25μL，　Preselective　ルな8　1　core　sequence　O．25μL，
AFLP－core　Mixture　7．5μLを加えて調製した．　Prese－
lective　PCR反応は，72℃で2分間処理を行った後，94℃／
20秒間，56。C／30秒間，72。C／2分間のサイクルを20サイク
ル，最後に60℃で30分間の条件で行った．Preselective
PCR反応終了後，5μLを分取し，アガロースゲル電気泳
動に供し，1，000bp以下にスメアーなDNA泳動パターン
が存在することを確認した．さらに，Preselective　PCR
反応液5μしには，0．1mM　EDTA／20　mM　Tris－H：Cl（pH
8．0）緩衝液95μLを加え100μしとした．
　最後：に，EooR　I－ACAノ添θ1－CTGとEooR　I－ACT／
傭θ1－CTCのプライマーペアーを用いてSelective　PCR
を行った．Selective　PCR反応液は，　Preselective　PCR
反応液2μL，蛍光標識したEcoR　I　selective　primer（EooR
I－ACAまたはEcoR　I－ACT）0．5μL，幡θIselective
primer（ル愈ε1－CTGまたは、幡e　I－CTC）0．5μLを200
μしのチューブに取り，AFLP－core　Mixture　7．5μLを添
加して調製した，PCR反応は，94℃で2分間処理を行っ
た後，94℃／20秒間，66℃／30秒間，72℃／2分間を1サイク
ル，94。C／20秒間，65。C／30秒間，72℃／2分間を1サイクル，
94℃／20秒間，64℃／30秒間，72。C／2分間を1サイクル，94
。C／20秒間，63QC／30秒間，72QC／2分間を1サイクル，94℃／
20秒間，62℃／30秒間，72℃／2分間を1サイクル，94。C／20
秒間，61℃／30秒間，72℃／2分間を1サイクル，94℃／20秒
間，60℃／30秒間，72℃／2分間を1サイクル，94℃／20秒間，
59℃／30秒間，72。C／2分間を1サイクル，94℃／20秒間，58
QC／30秒間，72。C／2分間を1サイクル，94℃／20秒間，57℃／
30秒間，72℃／2分間を1サイクル，94℃／20秒間，56℃／30
秒間，72℃／2分間を20サイクルとして行った．
4．AFLP解析
　最初に，AFLP一ホルムアミド液を以下のようにして調製
した．Selective　PCR反応液2μ上，25　mM　EDTA・blue
dextran（50　mg／mL）0．3μLを含むホルムアミド液2μL，
Rox－Small　Plant　Genomes（50－500　MB）0．3μLを200
μしのチューブにとり混合した後，92℃で2分間熱変性処
理を行った．5分間氷冷下に置いたAFLP一ホルムアミド
液は，予備泳動した5％long－rangerゲルに負荷し，2．5
時間，ABI－PRISM377　Sequencerにて泳動を行った．
AFLPの解析は，　GeneScan　Software　（Applied
Biosystems社製）を用いて行った．
結果及び考察
　AFLP法によるダイズ栽培品種の識別・同定を行うため
に，EooR　I制限酵素の配列を持った8種類のプライマー
と添ε1制限酵素の配列を持った8種類のプライマーの組
合わせの中からSelective　PCRプライマーペアーの選択
を行った．本識別試験には，国産ダイズのフクユタカを用
いて行った予備実験で100近くのAFLPフラグメントが検
出されたEωRI－ACT／ル舵1－CTCとEooR　I－ACA／
ル加1－CTGプライマーペアーをSelective　PCRに使用す
ることとした．
　今回のAFLP法によるダイズ品種の識別試験では，国内
で市販されているダイズ10検体，輸入ダイズとして米国産
77検体，カナダ産41検体，中国産36検体を使用した．Fig．
1には，フクユタカ，トヨマサリなど国内で市販されてい
るダイズ10検体と輸入ダイズ154検体について，EooR　I－
ACA〃瞼θ1－CTGプライマーペアーを用いて行った
AFLPの泳動パターンを示した．　Fig．1Aに示したAFLP
の泳動パターンは164検体のDNAの塩基配列が類似して
いることを示していた．しかし，EooR　I－ACA／1賂θ1－
CTGプライマーセットを用いた場合，国産ダイズ8検体
には矢印で示した輸入ダイズ検体にないAFLPフラグメン
トが検出された（Fig．1B）．これらのAFLPフラグメント
についてサイズアライメント解析を行ったところ，フラグ
メントは244塩基長または247塩基長であった（Fig，2A）．
さらに，フクユ鼓索の検体には，198。70塩基長と210．50塩
基長，トヨマサリでは105．09塩基長と154．08塩基長の両者
に特異的なAFLPフラグメントが検出されることがサイズ
アライメント解析から明らかとなった（Fig．2A）．一方，
EooR　I－ACT／ル舵1－CTCのプライマーペアーを用いた
AFLPでは，トヨマサリに特異的な84．50塩基長と106．58塩
基長のAFLPフラグメントが検出された（Fig．2B）．これ
らのフラグメントサイズは，他の国内産及び輸入ダイズ163
検体のAFLPパターンには確認されなかった．当該検査で
検出されたAFLPフラグメントは，フクユ羽島，トヨマサ
リ品種の識別のための指標DNAマーカーとして，また国
産ダイズと輸入ダイズの識別・指標DNAマーカーとして
活用することが可能と考える．
　AFLP法は，　DNAの制限酵素断片を2段階PCR
（Preselective　PCRとSelective　PCR）にて選択的に増幅
し，数十から数百塩基長の断片群を検出する技術である．
この方法は，（1）塩基配列の情報を必要としない，（2）微
量の試料で反応を行うことができる，（3）解析データに再
現性があるなどの利点を持っている．Powellらは，多型
解析法として用いられているRFLP法，　RAPD法，　SSR
法と比較して，AFLP法が迅速で精度の高い識別・同定が
可能であることを報告している8）．先に報告したISSR法
では，輸入ダイズであっても国産ダイズと識別できない検
体が2割近く検出され，個々の品種識別・同定までにいた
らなかった2）．今回のAFLP法による試験・調査では，
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Flg．1　日ectropherogram　of　AFLP－products　Amp肺fied　by昂oR　l－ACA　Primer　andル15θ1－CTG
　　　　　　　　Primer　Pairs
　　（A）Electropherogram　of　AFLP－fragments（100－160b）：Sample　No．　a－h（1ane　1－8）；Domestic　soy－
beans，　Sample　No．　i　and　j（lane　g　and　10）；Marketed－soybean　bred　in　USA，　Sample　No．1－1－26
　　（lane　1－36），　II－1－36（1ane　1－36），四一1－36（1ane　1－36），工V－1－36（1ane　1736）and　V－1－20（1ane　1－20）；
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（B）Electropherogram　of　AFLP－fragments（230－260b）：Salnple　No．　a－h（lane　lInlported－soybeans．
　一8）；Domestic　soybeans，　Sample　No．　i　and　j（1ane　9　and　10）；Marketed－soybean　bred　in　USA，
　Sa血ple　No．1－1－26（lalle　1－36）；Imported－soybeans．　Arrow　shows　the　fragments　detected㎞the
　domestic　soybean．
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Fig．2　Comparison　Analysis　of　Fragments　of　PCR　Products　Amplified　by　Using　AFLP　Mean　with　the　Primer　Pairs
　　　　of廊oR　l－ACA／ル約θ1－CTG（A）and．配oR　1－ACT／ル1sθ1－CTC（B）
　　（A）Specific　fragments　of　Toyomasari：105．09b　and　154．08b，　Specific　fragments　of　Fukuyutaka；198．70b　and
　　210．50b，　Fragment　detected　hl　domestic　Soybeans；244b　alld　247b．（B）Specific　fragments　of　Toyomasari；
　　84．50b　and　106．58b．
AFLPに使用するSelective　PCRのプライマーペアーを選
択することにより，国産ダイズと輸入ダイズとの識別が可
能であるとともに，トヨマサリなど個々の品種の識別・同
定も可能であることが確認された．これらのことから，
AFLP法は，　DNAの変異多型の少ない栽培品種を識別・
同定するのに有用な手法と考える．
文 献
1）農林水産省「農林物質の規格化及び品質表示の適正化に関
　する法律」〔昭和25年5月11日法律第175号〕（最終改正：平
　成19年3月30日法律第8号）
2）加藤芳伸，鈴木智宏，孝口裕一：道衛研所報，57，105－108
　（2007）
3）Becker　J，　Vos　P，　Kuiper　M，　Salam撤F，　Heun　M：
　Mol．　Gen．　Genet．，249，65－73（1995）
4）Vos　P，　Hogers　R，　Bleeker　M，　Reijans　M，　van　de　Lee
　T，Hornes　M，　Fritjers　A，　Pot　J，　Pele皿an　J，　Kuiper　M，
　Zabeau　M：Nucleic　Acid　Res．，23，4407－4414（1995）
5）Janssen　P，　Coopman　R，　Huys　G，　Swings　J，　Bleeker　M，
　Vos　P，　Zabeau　M，　Kersters　K：Microbiology，142，1881－
　1893　（1996）
6）厚生労働省「組換えDNA技術応用食品の検査方法」：平成
　13年3，月27日一食発第110号厚生労働省医薬局食品保健部長
　通知，2001，pp．1－19
7）農林水産省消費技術センター「JAS分析試験ハンドブック
　遺伝子組換え食品検査・分析マニュアル」改訂2版
　（2002）：http：〃www．maff．go．jp／j／jas／hyoji／qa，ht皿1
8）Powell　W，　Morgante　M，　Ander　C，　Hanafey　M，　Vogel
　J，Tingey　S，　Safalski　A：Mo1．　Breeding，2，225－238
　（1996）
一86一
